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論 文 内 容 要 旨
ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィー(GC)に お け る誘導 体 の 調製 は お よ そ つ ぎ の よ うな 目的 の た めに行 な
わ れ る 。す なわ ち,(1)難 揮 発性 物質 を 揮 発性 に変 え る,(2)熱 安定 性 を 増 し熱分 解 を 防 ぐL
(3)分 離 係 数 を 母 化合 物 よ り大 き くす る,(4)固 定相 に対 す る 不可 逆 的 吸着 を 少 な くす る,(5)
検 出器 に対 す る感度 を 増 大 させ る,(6)官 能 基 の 有無,未 知 物 質 の 構 造 を推 定 す る,(7)同 牢 を
確 実 に す る,(8)光 学異 性 体 を分 離 す る,(9)GC」 マ ススペ ク トロ メ トリー(MS)に お け る
ス ペ ク トル解 析 を容 易 にす る.,(10)測 定 化合 物 φ 特殊 性 を 高 め て クロマ トグ ラム の ク リニ ンア ッ
プ を は か る,な どで あ る 。 い うま で もな く誘導体 調 製 は緩 和 な条 件 下 短 時 間 に,「しか も定 量的 に
鍵 難:も し岬 なrr簡学な鱗 作鱗 反応混合物のま・まGrr注樽 うこ
このような目標に向って数多 くのすぐれた試薬が開発され,巧 みな反応が くふ うされてきたが,
著者も生体成分 とくにステロイ ドを対象 に誘導体調製法の適用拡大をはかるとともに新規誘導体
試薬の開発とその応用を検討 した。.
1.ス テロイ ドの誘導体と保持値
まず,、今 日繁 用 さ れ て い る各 種 誘 導 体 試薬
を 用 い ・・t・at・ 藍・・…ndr・5卿 ・耳r鮒 象 ・
と して誘 導体 生 成 に よ る保 持時 間(RT)の 変
化 か ら官 能基 の存 在 とそ の 位 置を 知 り,GC
に よ る同 定 を よ り確 実 にす る手 法 を 検 討 した。
ス テ ロ イ ドの構 造 とGCに おけ るRTを 関係
づ け る代 表 的 な パ ラメ ー タ ーの一 つ と して は
steroidnumber(SN)が 知 られ て い る 。
SNは 縦 軸 にcho玉estaneをLOOと す る相
対保 持 時間(RRT)の 対数 を,他 方 横 軸 に
SNを 目 盛 り2こ の 標 準 物 質cholestaneお
よびandrostaneの 炭 素数27,19を もって そ
れ ぞ れ のSNと し,こ の2点 を 結 ぶ 直 線 を 標
準 曲 線 と す る 。任 意 の ステ ロイ ドのSNは そ'
















線 に適 用 して 求 め る 。SNは 近 似 的 に ステ ロイ ドの 炭 素数Nと ス テ ロ イ ド核 上 の 各 種 官 能 基 に 基
づ くSN寄 与(F1,F2・ ・…Fn)の 代 数和 で あ らわ され,い わ ゆ る加 成 則 が 成 り立 つ と され
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てい.る(Fig.ゴ1)b
まず,2位,3位 に 酸素 官 能基 を 有 す るestratfiene誘 導 体62種 を 調 製 して そ れ らのSNを
・求 め
,各 種 官 能 基 に基 づ くSN寄 与 な らび に それ らの 加成 性 に つ いて 検 討 した(Chart1)。 そ
の結 果,母 核 のestra』r,3,.5(10)一tr孟eneはSN19・ を示 し,ま たD環 の'1右 位',17位 置 換







Rl,Rz=H,一 〇H,一 〇CH3,一 〇Ac,一 〇TMS,一 〇TFA
R3,R4=H,=0,一 〇H,一 〇Ac,一 〇TMS.,一 〇TFA
Chart1
一 方A環 の2位 お よび3位 に お け る各種 置換 基 のSN寄 与 を そ れ ぞ れ位 置 異 性 体間 で 比較 す る
と き,遊 離 の 水 酸 基 同志 に はほ とん ど差 は認 め られ な い が,か さ高 い 置 換 基 が導 入 され て アク セ
ン トがつ くと,微 少 差 は拡 大 され ク ロマ トグ ラム上 分 離 す る傾 向 がみ られ た 。 ま 擁 環,D環 に
併 せ て 置 換 基 を 有 す る ジ置 換体 は加成 則 か ら求 め られ る期 待 値 と実測 値 が よ く一 致 した 。
2位 お よび3位 の両 者 に 酸素 官能 基 を もつ 化合 物 のSNに 関 して は実 測値 と期 待 値 とが 必ず'し
も よい→ 致 を み て い ない 。 しか しA環 上 の2置 換 基 を一 組 と み な せ ば そ のSN寄 与 は ほ ぼ=定 の
値 を 示 し㍉ 加成 則 の適 用 が 可能 と思 わ れ る。
.さ らに5α 一androstanone11種 お よ びC-5異 性 化 に よ りr副生 す る5β 一androsta血e-4」one,
-
・p6隔one2種 計13種 のmonoketone体 を合 成 しそ れ ぞ れのSNと 各 種k6tone基 に も とつ くS
N寄 与(△SN)を 測定 し た。 つ い で3種 のoxime誘 導 体,す な わ ち0-methyloxime,.0-
trimethylsilyloxlmeお よびO-benzyloxlmeに 導 きSNに お よ ぼす 影 響 を 考 察 した 。 ・ほ と
ん どのoxime誘 導 体 は ク ロマ トグ ラム上 単一 の ピー ク を示 したが2-ketone体 の み はoxiπie誘
導体 とす る'ときsyn/an・ti異 性 体 と推測 さ れ る2本 の ピ ー クを 与 えた 。 各 種 誘 導 体 と した と きあ
△3Nは ス テ ロ イ ド核上ketone基 の 位 置 に よ っ て異 な り置 換 基 に お よぼ す 立 体 障 害 は 一般 にS
Nの 増 大 を 抑 え る傾 向 に あ った 。 誘 導体 の調 製,'ど くに0-trimethylsilyloxhhe化 はket面e
基 の 位 置 の差 異 に よ る微 少 差 を拡 大 す る効果 が あ り1グ ロマ トグ ラフ的 挙 動 が 酷 似 す る16一 およ
.び 、1.7-ketoneの 位 置 異 性 体 も この 種 誘 導 体 にみ ち'びぐと ぎ明 確 に分 離 した』。
また・,diketOne体 につ い て 加成 則 の適 用 を検 討 したが 期 待 値 と実 測 値 は よ く一 致 し∴.2つ の
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置 換 基 が 離 れ た 位 置 に あ.って 分子 内相 互 作 用 が み られ ない とき は 加 成 性 の 成 り立 つ こ とが 明 らか
とな った 。
つ いで0-trimethylsi亜y玉oxime化 が微 少 差 を拡 大 す る傾 向 に あ る こ と に 着 目 し,こ れ を
acy監 転移 に よ り生成 した16,17-glycolmonoacetate異 性 体 混 合 物 の 確 認 に 応 用 し た

















し 皿aとnaの 混合 物 で あ る こ とが 示 唆 さ れ た 。 そ こで そ の 組 成 比 をGOに よ り求 め る ためace-
tate-mesy量ate(∬b』b)に み ち び き,つ い で メ タ ノ ール 性 水 酸 化 カ リゥム で処 理 して16一
お よび17一 ケ トス テ ロイ ド(W,V)に 誘 導 した 。 これ を 前 述 の 方 法 に従 い0-trimethylsilyl-
oximeと な しGCに よ る分 離 分 析 を行 な った とこ ろそ の量 比 は76%,24%で あ る こ とが 明 ら
か とな った 。
2.微 量 分 析 を 目 標 とす るガ ス ク ロマ トグ ラ フ ィー
GC-MSに お け るス ・ぐク トル 解析 を 容 易 に す る一 手段 と して ク ロル あ る い は プ ロム原 子 の 天
然 同位 体 存 在 比 を 利 用 す る方 法 が 試 み られ て い る。 これ ら原 子 を 含 有 す る フ ラグメ ン トイオ ン は .
マ ス スペ ク トル上2.massunitは な れ た 同 位体 ピ ー クが一 定 の 強度 比 を もつ ク ラス タ ー と して
現 わ れ るた め マ スス ペ ク トル の解 析 は容 易 とな る』.そこ でGCに お け る カル ボ ニ ル 試薬 と して 有
用 なalkoxyamineに 着 目 しそ の ハ ロゲ ン誘導 体 試薬 を 合 成 し,ケ トス テ ロイ ドのGC-MSに
応 用 す るこ とを 検 討 した 。合 成 した4種 の ω一haloalkoxyamineの う ち2、一chlorodhoxyami-
neが 最 も反 応 性 に 富む た め,こ れを 誘 導 体 試 薬 に選 び 各 種 ケ トス テ ロイ ドに つ い て ガ ス ク ロマ
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トグ ラム 的 挙 動 を 吟味 した 。5α 一An .drost諭 ∠2-oneの み はSyn/anti異 性 体 生 成 に もとつ く
と思 わ れ る2本 の ピ ークを 与 え たが 他 は いず れ も対 称 性 の よい 単 一 ピ ー クを 示 した。
つ い で こ の種 誘 導 体 のGC-MSぺ の 適 用 を 検 討 す るた めdehydroeplandrosteroneO-2-
haloethy且oxime3-trimethy且silylether2種 を モ デル に選 び測 定 に供 した が ハ ロゲ ンの
存 在 に よ り一 定 の 強度 比 を も っ た特 徴 的 な イ オ ン クラ ス タ ーが マ ス スペ ク トル 上 にみ られ る こ と
を確 認.した 。.
また,電 子 捕 獲 型 検 出器(ECD)に 適 用 可 能 な カル ボ ニル 試薬 と してpentafluorobenzyl-
oxyamineをGhart3に 示 す 経 路 に 従 って 合成 した 。 本 試 薬1ま 誘 導 体 の 調 製 も 容 易 で あ り ,
→ 聞縣c◎ 一一翫 曇 ・一 ・痴
Chart3
ECDに 悪 影 響 を お よ ぼす 過 剰 試 薬 の 除去 も簡 単 で あ る うえ,高 いEC能 を 示 し,pgオ ーダー の
検 出 も可 能 で あ った 。本 法 を ヒ ト血漿 中dehydroepiandrosteroneの 定 量 に 応 用 す る こ とを 試
み 血 漿0.5mlを 試 料 に用 い る と き再現 性 の よ い分 析 結 果 が得 られ る こ とを 確 認 した。
3.誘 導 体 調 製 に よ る光 学 異 性 体 の分 離
最 後 に,物 理 的性 質 が酷 似 し通 常 その 分 離 が 困難 な 光 学 異 性 体 の うちDL一 ア ミノ 嵯 に適 用 可
能 な分 離 試 薬 の 開発 を 試 み た 。天 然 の カ ンフ ァー誘 導体 が 揮 発性 に富 み ,rigidな 環 構 造 を もつ
llllll}繧欝1識 鴛…《炉 《〕岬や
・(Xl)が 最 もす ぐれ た分 離 を示 した 。固定 相 に1XX'刃
つ い て も種 々検 討 しPEGAが 良 い分 離能 を 示 した こ と か らこの カ ラムを 用い
,12種 のDL一 ア
ミノ酸 のN一 ♂一telesantalinyl誘 導 体 に つ い て分 離 度 を 測 定 した 。 これ らの うち と くにプ ロ リ
ン,ア ラニ ン,メ チ オ ニ ン,グ ル タ ミ ン酸 は完 全 な 分 離 を 示 した が 本 法 は著 者 の 知 る限 り光 学 活
性 試 薬 を 用 い るDL一 ア ミノ酸 のGC分 離 で 最 も成 功 した 例 とい え よ う。
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審 査 結 果 の 要 旨
近 年 に お け るガ ス ク ロマ トグ ラフ ィー(GC)の め ざ ま しい 発展 はinstrumentationの 進 歩
と と もに誘 導 体 調 製 に 用 い るす ぐれ た試 薬,巧 み な反 応 の 開発 に負 う と こ ろが 少 な くな い 。 本 研
究 は生 体 成 分 と くに ス テ ロイ ドを 対 象 と して 誘 導 体 調 製 の 構 造 解 析 へ の適 用 拡 大 を 図 る とζ もに
電 子 捕 獲 型 検 出器(ECD)一GG,GC一 マ ス スペ ク トロ メ ト リー(MS),光 学 異 性 体 分 離 に有
用 な 新規 誘 導 体 試 薬 を 開発 し,そ の応 用 を 検 討 した もの で あ る。
まず,ス テ ロイ ド水 酸基 を代 表 的 な誘 導体 にか え る と き み られ る保 持 値 の変 化 をestratdene
62種 につ い て も とめ,2,3位 二 置 換 体 を 例外 と してsteroidnumber(SN)に 加成 則 の 成
立 す るこ とを 明 らヵ〉に した 。
つ い で ス テ ロイ ド核 上 に ケ トン基 を もつ 一 連 のandfosta鍛one13種 を0-methy星oxime,
0-trimethy丘silyloximeお よび0-benzyloximeに 誘 導 し,そ の と きみ られ る△SNを 系 統
的に 測 定 した 。 ま た,ジ ケ トン体 に つい て 同 様 に △SNを も とめ 加成 性 の成 りたつ こ とを立 証 し
た 。 さら に0-tri皿ethylsdyloxime化 が微少 差 を 拡 大 す る傾 向 に あ るこ とに 着 目 し.こ れ と ア
シル 転 移 に よ り生成 し た位 置異 性体 の弁 別 に 応 用 した 。
ト
GC-MSに お いて ク ロル あ るい はプ ロム を 含 む 化合 物 は マ ス スペ ク トル上 天 然 同位 体 存 在 比
に も とつ くク ラス タ ー イ オ ンが み られ,ス ペ ク トルの解 析 を容 易 に す る こ とか らカル ボ ニル 試 薬
と し て有 用 なalkoxyamineに 注 目 し,そ の ハ ロゲ ン誘 導体 数種 を合 成 して ケ トス テ ロ イ ドの
(}G-MSに 応用 す ることを 検 討 した。 そ の 結 果2-chloroethoxyamineが 適 切 な保 持 値 を 有 し,
か つ 反応 性 に も富 み,誘 導 体 試薬 と して す ぐれ て い る こ とが 判 明 した 。
また,ECDに 適 用 可 能 な カ ル ボ ニル 試薬 と してpentafluorobenzyloxyamineを 開発 し,そ
れ が 高 いEG能 を有 し,ヒ ト血漿 中dehydroepiandrosteroneの 定 量 に応 用 で き るこ とを 確i認
した 。
最 後 にDL一 ア ミ ノ酸 の分 離 に 用 い る誘 導 体 試 薬 の 開発 を 試み,高 い 揮発 性 と固定 した環構 造
を もつ 天然 の カ ンフ ァに 着 目 し3種 の試 薬を 合 成 した 。 これ らを 用 い 代 表 的 な ア ミノ 酸 光 学 異
性体 に つ いて 検 討 した結 果 ∂一telesantalinylchlorideカ ヨ画 期 的 な 分離 試 薬 で あ る こ とを 見
出 した 。
以 上 の ごと く本 論 文 は誘 導 体 の 調製 が 構 造 の推 定,近 縁 化合 物 の弁 別,分 析 感 度 の 増 大,光 学
異性 体 の分 離,GG-MSへ の 適 用 な どにきわ め て 有 用 な こ とを 示 した も ので あ り,学 位 論文 と し
て価 値 あ る もの と 認あ る 。
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